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I Derives de facteurs de crolssance et d'hormones de la superfamllle des TGFB, precede pour leur obtentlon 
et leurs applications blologiques. 

I Les derives de 1'inventJon sont des variants des pro- 
Bits de type sauvaqe comportant, dans la partie C- 
tennlnale, une ou plusleurs alterations, delations et/ou mu- 
tations, leur conferant des proprietes inhibitrices vis-a-vis 
des produits de type sauvage. Ces variants sont utiles no- 
tamment comma inhibiteurs des facteurs de croissance et 
hormones correspondants naturals. 



IIII IIIII I II ll ll ll II 



2720069 



1 

DERIVES DE FACTEURS DE CROISSANCE ET D f HORMONES DE LA 
SUPERFAMI LLE DBS TGFp, PROCEDE POUR LEUR OBTENTION ET 
LEURS APPLICATIONS BI0L06IQUES 

L' invention a pour objet des d6riv6s de 
facteurs de crolssance et d v hormones membres de la 
superfamille des protdines "Transforming Growth Factor 
Beta" (TGF0), leur proc&tt d'obtention et leurs 
applications blologlques. 

La superfamille des TGFp regroupe de nombreux 
membres, lnitlalement isol6s grace d 1 f activit6 des 
diff6rentes hormones/ facteurs de crolssance. 

Chague membre peut Stre class6 dans une sous- 
famllle et poss&de en g6n6ral plusieurs actlvlt6s. 

Les TGFp, au nombre d'au moins 5, sont capables 
notamment de stimuler la crolssance en milieu g61ifi6, en 
presence d'EGF (Epidermal Growth Factor), de certaines 
lign£es fibroblastiques, d'inhiber la crolssance d'autres 
lign£es, de faclliter le processus de cicatrisation et 
d' avoir une activity chimiotactique vls-d-vis des 
macrophages. 

Les activines stimulent la s£cr6tlon de 
1 9 hormone FSH par l'hypophyse, mals aussl la 
diffgrenciatlon 6rythrocytaire in vit-ra i a formation de 
m6sodernte chez les Amphlbiens et permettent la survle 
neuronale in vitro. 

Les inhibines lnhibent la s6cr6tion de FSH 
(follicle stimulating hormone), mais surtout aglssent 
comme des supresseurs de tumeur chez la sour is. 

Les prot6ines BMP (Bone Morphogenesis proteins) 
lnduisent la formation de cartilage et d f os guand on les 
implante sous la peau , ont 6galement une act ivi t6 
chimiotactique vls-&-vis des macrophages et stimulent la 
formation du m£soderme chez les Amphlbiens. 
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L 1 hormone anti-mulierienne (MIS) induit la 
regression des voies g6nitales femelles chez les 
Mamm if feres et les oiseaux males. 

D'autres membres existent comme le gene nodal, 
5 implique dans le dgveloppement pr6coce de la sour is , 
certains g£nes de Drosophile (gene DPP), de xenopes 
(genes Vg ou DVR), ou de poulet (dor saline). 

Le regroupement dans la superfamille vlent du 
fait que toutes ces proteines ont un fort degre 
10 d'homologie, c'est-d-dire de ressemblance, dans les 120 & 
130 acides amines de leur partie C- terminals . En 
partlculier, cette partie C-terminale, qui correspond & 
la partie active, comporte pour la plupart 7 cysteines 
que l'on peut aligner entre les diff£rents membres, et 
15 d'autres rfesidus consensus & des positions precises. Par 
exemple, 1 'avant-dernier acide amine est tou jours une 
cysteine, ainsi que le quatrieme acide amine en part ant 
de l*extremite terminale. 

Dans le cadre de travaux sur 1' etude du r61e de 
20 1' act i vine dans le developpement d'embryons, en utilisant 
comme module experimental le poisson, les inventeurs ont 
construit de nouveaux derives agissant comme variants 
dominants negatifs. 

L v invention a done pour but de fournir de tels 
25 derives qui sont des variants des produits naturels ou de 
type sauvage. 

Elle vise egalement un proc6d6 permettant de 
produire ces variants, en partlculier de les construlre 
par recombinaison g6n6tique ou de les obtenir par voie de 
30 synthase. 

L 9 invention vise en outre les applications 
biologiques de ces variants. 

lies derives selon l f invention de facteurs de 
croissance et d v hormones de la superfamille des TGF0 sont 
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caracterises en ce qu'll s'agit de variants des prodults 
dB ^ sauva 9 e conportant, dans la partie C-terminale 
une ou plusieurs alterations, deletions et/ou mutations,' 
leur conferant des proprietes inhibitrices vis-a-vis des 
prodults de type sauvage. 

On observera que, du fait des alterations 
effectuees dans la partie C-terminale, ces variants ne 
presentent plus 1'activite biologique des prodults 
naturels, mais sont toutefois capables d'inhiber 
l'activite de ces dernier s i n vitro et In vivn, et ce de 
manlere specif lque. 

I.' invention vise en particulier les variants de 
facteurs de croissance et d'hormones du groups comprenant 
les TGFp, activines, proteines BMP, inhibines, hormones 
antlmulleriennes, dorsalines. 

Ces facteurs de croissance et hormones sont 
d* origins animale ou humaine. 

De maniere preferee, ces variants sont 
depourvus de la partie N-terminale. Us correspondent 
done a tout ou partie de la region C-terminale des 
prodults de type sauvage, e'est-a-dire la region 
secretee, celle-ci etant toutefois alteree dans les 
variants comme indique ci-dessus. 

Selon une disposition avantageuse de 
1' invention, 1 'alteration, mutation et/ou deletion, de la 
Partie C-terminale conceme au moins un acide amine 
conserve dans tous les membres de la superfamille, ou 
tout au moins dans pratiquement tous les membres. 

Cet acide amine se trouve plus specialement 
dans la region qui pourrait etre impliquee pour les 
membres de la superfamille dans l'activation du recepteur 
ou pourrait etre requise pour le couplage de fonctions de 
liaison et d' activation. 



4 
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Des variants selon cette disposition comportent 
ainsi une alteration affect ant un groupe phenylalanine du 
produit de type sauvage. 

De manl&re pr6ffer6e, le motif phenylalanine est 
5 remplac6 par un motif i so leucine, alanine ou serine ou, 
en variante est delete. 

On citera des variants d'actlvlne pA, pB ou PAB 
dans lesquels le motif phenylalanine est remplace par un 
motif isoleucine. 
10 Dans 1' act i vine de poisson pB, le motif 

phenylalanine alt6r6 occupe la position 21. 

On rappelle que les actl vines actives se 
presentent sous forme d'homo ou d'h6t6ro-dimeres formes 
apres dlm6risatlon de deux chaines communes d'actlvlne p, 
15 comme repr6sente sur la figure 2. 

L f invention vise egalement les clones d v ADN et 
d'ARNm capables de coder ou de transcrire pour les 
sequences d'acldes amines des variants definis ci-dessus* 

Les sequences de ces ADN et ARN sont 
20 caract6ris6es en ce qu'elles comportent au moins un codon 
delete ou mute par rapport aux sequences codant pour les 
hormones et facteurs de croissance de type sauvage. 

Le ou les codons mutes ou deletes sont tels 
qu'lls codent pour un ou des acides amines conferant & la 
25 proteine correspondante des proprietes inhibitrices vis- 
e-vis de la proteine naturelle. 

L* invention vise egalement les sequences de 
nucleotides caract6ris6es en ce qu'elles sont capables de 
s'hybrider avec celles portant 1 9 information genetlque 
30 pour coder pour les variants de 1* invention et qu'elles 
portent 1 1 Information genetlque pour un variant de 
membres de la superfamille ayant les proprietes 
inhibitrices soulign£es ci-dessus. 
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Par session "capables de s'hybrider", on 
aux conditions d 'hybridation classiques, de 
preference aux conditions d -hybridation dans lesquelles 

JLTT n ^ * ^ ^ 1,0rdre de 60 * C - " mM 

[Na*]. ces conditions d'hybridation sent le plus 

gtodralement des conditions stringentes, avec 
1 utilisation d'une temperature de l'ordre de 50«C. 

Bntrent egalement dans le cadre de !• invention 
les sequences de nucleotides resultant de la degeneration 
d« code genetique et qui cedent pour les variants definis 
ci-dessus. 

n& _ L 'invention vise notamment les sequences des 
gtees codant pour la partie C-terminale des activines, P B 

£ ~ ^' tGl Cl ° n6a P- ™ * Partir d'une banque 

d ADN genomique d'une espece donnee et comportant un ou 
plusieurs acides amines mutes ou deletes. 

d'ADM L ' lnvention vis « ^ Particulier la sequence 
d ADN capable de coder pour la partie C-terminale de 
1 activine 0B, et comportant un codon ATC codant pour one 
isoleucine en replacement du codon TTC codant pour une 
phenylalanine. 

Elle vise egalement tout specialement les arn m 
correspondents . 

Les constructions de vecteurs recombinants 
d expression ou de transcription font egalement: partie de 
l'lnvention. 

Ces constructions sont caracterisees en ce 

dClT^ ^ m ° inS ^ Partie des fences 
d ADN definies ci-dessus sous le contrflle d'un promoteur 
approprie. 

De meme, 1- invention vise les cellules h6tes 
transformees par ces constructions, n s'agit le plus 
generalement de cellules d'eucaryotes, de procaryotes ou 
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de bact6ries . On citera un systdme de haute expression 
comme le virus de la vaccine. 

L 9 invention a 6galement pour objet un proc6d6 
de production des variants d&finis ci-dessus. 

Ces variants peuvent fitre obtenus selon des 
mfethodes classigues de synthase peptidique en 6tablissant 
une sequence en acldes amines , plus sp6clalement de la 
seule partle C-terminale ou d'une portion de celle-ci, 
selon la sequence de 1 9 hormone ou du facteur de 
croissance naturel , et en modi fi ant ou en d616tant d 
l'endrolt souhait6 un ou plusieurs des acides amines. 

Les variants de l v invention peuvent etre 
6galement produits par recomblnalson g6n6tique en 
transformant des cellules hdtes & l'alde des 
constructions de vecteurs d 9 expression 6voqu6es plus haut 
et en 6tablissant les conditions de culture approprl£es 
de ces cellules hdtes de manidre d obtenir une expression 
du variant, qui sera ensuite isol6 du milieu* 

On proc6de par exemple comme suit en insurant 
I'ADNc d 9 un variant dans un plasmide, sous le contrdle 
d 9 un promoteur viral. 

On utilise le fragment de restriction 
BspHI/Nsll de 1260 pb isol6 de l f ADNc d 9 un variant (voir 
le fragment d6crit dans les exemples en rapport avec 
l'activlne pB de poisson). Ce fragment, £ventuellement 
tagg6 afin d'§tre reconnu par un anticorps monoclonal 
(voir reference bibliographique (1) donn6e en fin de 
description), est introduit dans un vecteur tel que le 
vecteur eucaryote PCMV5 au site EcoRI et PstI pour 
engendrer un plasmide du type appel6 dans les exemples 
pCpB. Le plasmide est introduit, selon les techniques 
classiques, dans des cellules hdtes, par exemple des 
cellules eucaryotes. On citera des cellules humaines 
comme les cellules COS* 
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Par culture de ces cellules, on prodult le 
variant qu'on recueille dans le sumageant. Avec les 
cellules COS, on opere a environ 37'C pendant 60 heures. 

Le milieu de culture depourvu de serum est 
preleve et utilise aux fins de purification. Cette etape 
de purification consists par exemple en une 
chromatographie liquide sous haute pression en phase 
inverse (2). lorsqu'on utilise des produits tagges, on 
fait reagir le sumageant avec un anticorps monoclonal 
pour obtenir le variant sous forme purifiee. 

L' invention fournit ainsi les moyens d' obtenir 
des inhibiteurs specifigues pour chacun des membres de la 
super f ami lie des TGF0. 

Etant donne la large distribution des hormones 
et facteurs de croissance de cette superfamille et leur 
implication dans de nombreux processus physiologigues et 
pathologiques, les variants de 1- invention presentent un 
grand interet dans de nombreuses applications. 

Les examples donnes ci-apres, en utilisant 
comme models experimental le poisson, mettent en evidence 
l'effet inhibiteur specifique vis-a-vis de 1'hormone 
naturelle d'une activlne 0B mutee. 

L' utilisation de ce variant permet d'elucider 
le rdle de 1 'activlne durant les stades precoces de 
1'embryogenese et tout specialement le rdle de l'activine 
dans 1' induction du mesoderme et la formation de l'axe In 
Kim. Comme le montrent les resultats obtenus, 1 'hormone 
mutee perturbe la formation du mesoderme et de l'axe 
d'une maniere dose-dependante. 

D'autres travaux ont ete effectues avec des 
hormones ou des facteurs de croissance mutes et/ou 
deletes sur des cellules de petits mammiferes ou encore 
des cellules humaines, confirmant le pouvoir inhibiteur 
de ces produits vis-a-vis de ceux de type sauvage. 
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Alnsi des tests ont 6t6 effectu6s & l'aide de 
1' act i vine pB mutte sur la diffgrenciation ferythroide ou 
sur la phosphatase alcallne dans les ost6oblastes. 

Les variants de 1 1 invention constituent des 
5 outils de grand int6r€t pour 6tudier les domaines 
d'activit6 des hormones et facteurs de croissance de la 
superfamille des TGFp. 

lis sont ainsi utllisables dans des 6tudes 
fonctionnelles et pharmacologlques . 
10 lis permettent en particulier l'6tude des 

fonctions des hormones et facteurs de croissance dans un 
systdme physiologlque donn6, par analyse de toute 
perturbation introduite par 1 ' utilisation du variant. 

lis sont 6galement utllisables comme agents 
15 th6rapeutiques des maladies dues d la surexpression d'une 
de ces hormones ou facteurs de croissance, par exemple 
dans des leuc&nies ou des maladies auto-immunes. A titre 
d f exemple, on citera & cet 6gard, le lien sugg6r6 entre 
des nephropathies apparaissant lors de diabdtes et la 
20 surexpression de TGFp au niveau du rein. 

La surexpression de ces hormones peut 6tre 
r6gul6e et/ou contrdl&e & I 1 aide de quantit6s appropri6es 
et efficaces de variants. 

Ces variants qui sont des prot6ines solubles 
25 (injectables), peuvent etre administrds au patient selon 
les voies habituelles, par exemple intrap6riton6ale, 
in t ramus- culaire, intraveineuse ou par injection sous- 
cutanSe. Les formes d v administration et doses seront 
choisies selon le mode d 1 administration utilis6. 
30 Les propri£t£s des variants de l f invention sont 

ggalement mises avantageusement k profit pour inhiber 
1* expression de la FSH. 

L v invention vise done les compositions contra- 
ceptives correspondantes contenant une quantitfe efflcace 
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* variant en association avec „„ Mclol . nt 
Phamaoologlweoant acceptable. Pl<mt 
Ces compositions seront formilees .* 

de 1. auction, ou a. st.rlUs.tion dee 

! ZT" * de Nation 

noiwmale de la dlfferenciation erythrocytalre 

volant, D " nS aPPllCatlon ' °« aaelnlstre les 

tr»it^r 4 :: £ec rr. - posoio9ie • - 

l'utllls.J»T a a,>PllCatlora comprennen* 
utilisation des variants de 1' Invention pour bloquer 1. 
■o^ootaes. osseuse ou pour intervener daT del 
processus cicatriciels. 

_ lis sent egalement utilisables comme modeles en 

Z^T 111 ^*' * ^ ^cat i0 n loZ 

controler la survle neuronals. 

» tltre d-e*e«ples. pour Ulustrer 1' Invention 

2 u^Tt cl ~ opr6s 488 i6ma ** «*— 

"tioest "° d61e le .edak. (Oryzias 

aprT:.'dan:„. le danl ° *^ ~~ >' — " — 

1 '.labor.*?* 8 t ? V "" P °" ent PlUS W«oullere« u >t sur 
141.bor.tlon de variants d. l-actlvin. pB. .t 

^ d,AD " " Aur ces 

e«i.l« I 1 *, °° nCernent «t 1 'etude d. i.ur 

•ctlvlte .t leur utilisation pour dtaontr« i e role d. 

du mesodenae et de l'axe. ™«on 
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Ces r6sultats peuvent gtre ais£ment mis d 
profit par l'homme de l'art stir d'autres modules 
exp&rlmentaux et notamment de Vert6br6s sup6rieurs. 
Plusieurs travaux montrent en effet que les facteurs et 
m&canismes impliqu6s dans 1' induction embryonnique chez 
le poisson sont similaires & ceux observes chez les 
vert6br6s sup6r ieur s . 

Dans ces exemples, il est fait reference aux 
figures 1 & 10, qui repr6sentent respectlvement : 

- la figure 1, la partle C-terminale de 
sequences d'acldes amines d* act i vines de diff6rentes 
esp&ces, d6duites de fragments d v amplification par PCR, 

- la figure 2, une representation sch&natique 
d v une actlvine dim&re, 

- la figure 3, les rSsultats d'une analyse 
61ectrophor6tique se rapportant aux prot6ines s6cr6t6es & 
partir d ■ ovocytes de X6nope, aprds injection d'ARN de 
variant, 

- la figure 4, une photo d'un transfert de 
Northern d'ARNm extra! ts de calottes de X&nope aprds 
incubation avec des surnageants de cultures infect6es par 
l'ADN codant pour un variant selon 1 9 invention ou pour le 
produit naturel correspondant , 

- la figure 5, les courbes de 1* expression 
relative de l'actlne en fonction du pourcentage variant 
d ' activine/act ivine naturelle , 

la figure 6, des photos montrant 
1 9 hybridation de l'ARN de calottes de X6nope, aprds 
incubation avec des milieux conditlonn&s pC0Bv et pC0Bs, 
avec de l'ARN de Mix.l et une sonde pour 1 1 ARN de Ef-la, 

- la figure 7, les courbes de l f expression 
relative de Mix.l en fonction de dilutions d v actlvine pB, 
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- la figure 8, 1'effet d'un variant de 
1 invention sur la differencial de cellules SAGS 
lndulte par BMP- 4, 

- les figures 9A a 9F 1'effet d'ARN de variant 
sur la formation de l'a,e chez le medaka, et 

« " 18 fl9Ure 10A * 1» 1'effet obtenu par 

injection d'ARN de variant sur des marqueurs d« express^ 
de n^soderme et neuronaux chez des embryons de medaka. 
MATERIELS R KETHODES : 

W l flratlnn par PCH ft t n™-,™ h,. r ^. jtn rt n l a m 

degeneres. 011 ^ olloonucl6 <**<tes modifies, 

L'amorce N-terminale est constitute par 
1 oligonucleotide : 

5' GGI (CT) TI GA (AG) TG (CT) GA (CT) GG - 3 . et 
1' amorce C-terminale, par 1' oligonucleotide : 
5'- ICC (AG) CA (CT) TC (CT) TC IAC IAT -3 • 

L ' amplification par PCR est realisee sur 10 no 
d ADN genomlque de medaka et de danlo. 

Le milieu reactionnel de 50 ul est constitue 



par 



1 x tampon (1 x . l fois concentre) ; 0,2 mM de chacun 
des composes suivants : dATP, dCTP, dGTP et dTTP ; 4 uM 
de cheque amorce et 2 U d'AON polymerase Taq (tel que le 
produit commercialise par Cetus). 

Les reactions sont repetees 35 fois selon un 
cycle de 1 min. a 92'C, a 43'C et a 72'C dans one machine 
a PCR a effet Peltier. 

Au cours des cycles 1 a 4, on augmente la 
temperature d'hybridation de 37'C a 43«C en ayant recours 
a des paliers de 37, 39, 41 et 43«C. 

Apres l- amplification, i es reactions sont 
developpees sur un gel 3 + i% de NuSieve agarose R dans 
lx TAB (TAB - tris acetate d ' eota ) . Le produit de 350 pb 
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est d6coup6 du gel, pur If ±6 et TA-clone dans un vecteur 
PCR-1000 (Invitrogen). 

Clonaga de l'MNc entier l'arttvin^ pa Am A»r>4r> 

On procede au criblage d'une bangue d'ADNc 
pr6parte & partlr d'embryons de danlo de 20 & 28 h. On 
utilise comme sonde 1'activine pB de medaka. 

On procede au sdquengage d f un clone oontenant 
3,02 kb d'ADNc dans les deux directions par le bials de 
deletions induites par l'exonuciease III en utilisant un 
kit S&qu6nase R (USB) 

Un fragment de 1260pb BspHI/Nsil oontenant la 
region codante complete pour 1' activine pB est sous-clone 
dans les sites BcoRI et PstI du vecteur de transcription 
eucaryotlque pCMVS (3) qui contient une orlgine de 
replication SV40 et le promoteur CMV. 

On g£n£re alnsi des plasmldes pCpB comport ant 
la region codante pour une activine pB. 

Ces plasmldes sont appeies ci-aprds pCpBs 
lorsqu'ils renferment la region codant pour une activine 
de type de sauvage. 

Lorsqu'on effectue le sous-clonage d'un 
fragment mut6 ou delete selon 1' invent ion, on obtient des 
plasmldes appeies ci-apres pcpBv comport ant la region 
codant pour un variant d' activine. 

Pour verifier l'activite des clones 
d f act i vines, des cellules COS sont transfectees selon la 
m6thode au DEAE-Dextrane comme d6crit par Sambrook et al 
(4). 

Des cellules humaines 293 sont transfectees de 
maniere stable £ l'aide de constructions activine-pCMV et 
d'un plasmide port ant un gene de resistance £ la 
neomycins (pNEOpGal, Stratagene) sous selection 6 418 
comme decrit par Chen et al (5). 
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„ , ,nIlleu »»" <J«fx.urvu de seru. est 

condition les cenules transfect4es ^L* ~* 

Le " cellulea SAOS sent traltees aveo un 

est realis6e dans des oqc^Q ~« _ ^ 

Gray et al (6). qU3drUPle °°— dtol * 
««t « ff^ dirlg^ m ir im nitn r|nn „ ^ 

Hliniu ^ °" ef£ectu « une mutagenese dirigee sur un site 
d'ADNc de 1'activine 3B dans un pBluescript R 
(Stratagene) en utillsant 1' oligonucleotide a effet 

ZTT* 5 " TCG TCC 060 TCA T " 3 - On opere selon 
Kunkel (7) a 1'aide du kit de mutagenese BioRad. 

Le fragment de 1260 pb BspHI/Nsil mentionne ci- 
dessus est ligue dans pSP64T linearise par Bgl u 
In jection d'MW rtan* h»« -k^., a y ^ 11 ||1r|| 

^ „ 0X1 ±nJeCte 25 fg a 60 pg d'ARNm de 

variant dans un blastomere ou dans les deux au stade a 
deux cellules. a 

Pour les injections, les embryons sont 
-^intenus dans un milieu physiologies (Ringer pour les 
■^dakas), 4 18'C, fixes dans un puits d'agar 

1 ft*. L 'S™ ^ d " U6 danS ^ tamp ° n ^er concentre 
1 fois, contenant du rouge de phenol (0,1%) et 20 ng/ml 

d ARN non poly-adenyle d'embryons de medaka de stade 15 

Apres les injections, les embryons sont 

transferee dans un incubateur a 27'C et 12 heures apres 

le milieu est change pour un milieu contenant 1 % de ' 

o a ooV;° d 3 \T KC1 ' °'° 4 % ^ ^ °' 16 * - MgS0 4 et 
0,0001 % de bleu de methylene. 
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Injection <twnw ovocytea at annlyge dea prot^inea 

En operant conune d6crit par Krieg et al. (8), 
on prepare des ovocytes de Xfenope auxquels on injecte de 
5 10 i 30 ng d'ARN de variant. On soumet 10 de ces ovocytes 
£ un marquage court dans 50 pi de milieu 0R2 avec 30 pCi 
de 35s methionine pendant 2 h. 

Les ovocytes sont ensulte soumls A incubation 
une nuit dans du milieu OR2 frais. 
10 Les surnageants sont analyses sur un gel de 

polyacrylamide a 12 % SDS-PAGE et traites pour une auto- 
radiographic . 
analyse iTftBN 

L'ARN total est extrait comma d6crit par 
15 Sargent et al (9) et analyse par trans fert de Northern ou 
par protection avec de la RNase selon les procddds 
standards (4). 

laoleaent analyse par RT-PCR de l'MHrn dea variants 

500 ng d'ARN total sont traites avec de 
20 1* ADNase, extraits & l'aide de phenol, precipites et 

soumls & une transcription inverse en utillsant une 

amorce d • oligonucleotide dT et 200 U de transcriptase 

inverse MoMuLV ( Gibco-BRL) . Les ADNc resultants sont 

amplifies par PCR avec 1 ' amorce 5' : 
25 5-CGA CAC GGG GGC TTA - 3 

et l f amorce 3 f : 5-GTA GTA CAG CAT GGA CA-3, sp6cifiques 

pour l f act i vine £B de medaka. 

Le milieu de reaction (50 pi) est constitue par : 

1 x tampon, 0,2 mM de chaque dNTP f 1 pM de chaque amorce 
30 et 0,1 U de Taq DNA polymerase (Stehelin). Les reactions 

sont r6alis6es en 25 cycles (92°C, 1 min, 52°C, 1 min et 

72 *C, 1 min), qui comprennent une premiere 6tape 4 92 °C 

sans Taq DNA polymerase. 
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Antlcoxps et iaunohistochiaie 

Pour detecter la chorde dorsale dans les 
-bryons de medaka, on utilise 1'anticorps monoclonal 
M2 15 (voir zanetti et al, (i 0 ) ) a une dilution de 10-3. 

Un antiserum monoclonal forme contre 
l'homologue de danio de la proteins de Brachyurie de 
souris (proteine T) et dilue a 0,2 , 10-4 ^ de tecter 
la proteine T de medaka. 

Pour detecter N-CAM de medaka, on utilise 
1'anticorps monoclonal D-3 (li) qui donne une reaction 
croisee avec les molecules N-CAM („ e uro cell adhesion 
molecule) de poisson rouge (12) a une dilution de 10-4. 

Les embryons, depourvus de chorions, sont fixes 
pour au moins 6 heures avec du paraformaldehyde (4 %) 
dans un tampon phosphate 0,1 M a pH 7,4. 

Les embryons de medaka sont fixes durant 
environ 14 heures a temperature ambiante dans du 
paraformaldehyde a 4 % dans 1 x PBS. Apres avoir elimine 
les chorions, les embryons sont deshydrates et traites 
selon les methodes histologiques standards comportant la 
coloration avec de 1' hematoxylins et de l'eosine. 

RESULTATS 

1) Isolement D'adnc d'activine de poisson 
Les techniques rapportees ci-dessus conduisent 
a 1 isolement de 1'ADNc de l'activine BB de danio et a 
l'ob tent ion de fragments PCR correspondent a la partie C- 
terminale des chaines d'activine de medaka et de danio. 

Les sequences des peptides d'activine 
correspondant aux fragments PCR sont donnees sur la 
figure 1. 

Sur cette figure, on compare la sequence de 
l'activine BB de mammifere (M), SBQ id N« 1, avec celles 
homologues des activines P Bi et BB 2 de xenope (Xi et X 2 )' 
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respectivement SEQ ID N° 2 et N° 3, pBl et pB2 de poisson 
rouge (Rl et R2), respectivement SEQ ID N° 4 et N # 5, de 
m6daka (m) SEQ ID N* 6 et de danlo (d), SEQ ID N° 7 

Les blancs indiguent les acides amines 
5 identlques, les espaces introduits pour un meilleur 
allgnement sont repr6sent6s par un point. 

Les regions cod6es par les amorces PCR ne sont 
pas indiqu6es. L'ADNc clone & partir du danio est 
identique £ Zact pB. 
10 La comparaison de ces sequences montre une 

identity de sequences 4 92 4 pour les activlnes 0B de 
mgdaka et de danio. 

On constate egalement une identity globale de 
73 % (similarity de 87 %) de 1' act i vine de danio avec 
15 celle de mammifdre qui comprend tous les r6sidus 
conserves lors de Involution* 

La proteine codfee comprend un peptide signal 
pour la secretion. 

La region tribasique pr6cedant la partie 
20 C-termlnale conserv6e doit servir comme site de processus 
proteolytlque pour lib6rer le peptide actlf carboxy 
terminal. 

On rapporte sur la figure 2, une representation 
sch&natique d'une activine sous forme dimdre. La partie 
25 restante du pr£curseur est hachur£e et la partie 
C- terminale active ombree • La region de mutation du 
variant est indiqu6e par un cercle. 

2) Mutag6n6se 

En appli quant la technique de mutag6nese, on 
30 remplace dans le fragment de 1260 bp d'ADNc de danlo le 
codon TTC qui code pour la phenylalanine en position 21 
de 1' activine 0B dans la partie C-termlnale , par le codon 
ATC, qui code pour une isoleucine. On notera que le motif 
phenylalanine, conserve comme indlque plus haut dans 
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toute la super famllle des TGFp, & 1' exception des 
hormones antl-mull6riennes , prgcgde le premier domaine 
a-h61icoloidal consid6r£ comme 6tant une partle de la 
surface d* interaction entre le ligand et le r6cepteur. 

A moins d • Indications contraires, le variant 
utilise dans les essais rapport6s ci-aprds correspond & 
ce variant d f activine pB comportant un motif isoleucine 
en position 21. 

3) Analyse de l'activitfe in vi*™ du variant de 
l f act i vine 

- 6tude des protgines s6cr6t6es & partir 
d f ovocytes de X6nope. 

L'ARN est transcrit d partir de plasmides 
pSP64T portant respect ivement de 1 1 ADNc d • actlvine du 
produit naturel du variant et inject* dans les ovocytes. 
Les ovocytes sont soumls d un marquage court en utlllsant 
de la 35s methionine. Des quantitfis 6gales de surnageant 
sont analysfees dans des conditions r6ductrlces (red) et 
non rgductrices (non red) sur un gel SDS-PAGE & 12 % et 
autoradiographies (voir figure 3). 

La taille mol6culaire des marqueurs (en kD) est 
indiqu6e sur la droite de la figure. 

L v act! vine naturel le est s6cr6t6e et tralt£e 
par l f ovocyte pour g6n6rer un peptide de 15 kD 
(C- terminal) et un peptide de 41 kD (restant du 
pr6curseur) dans des conditions r6ductrices comme d6crit 
par Huylebroech et al (11) pour l'activine s6cr6t6e A 
partir de cellules de tissus en culture infect£s par le 
virus de la vaccine. 

Dans des conditions non r6duct rices, l'esp&ce 
de 15 kD est d£plac£e i 25 kD ce qui est en accord avec 
la structure dimdre de 1 1 act i vine. 

- transfection de cellules COS et de cellules 
293 £ l f aide de pCMVSs et de pCMVSv. 
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On etudle l'effet de milieux conditionn6s 
derives de ces cellules tranfectees sur 1' Induction du 
mesoderms chez des explants de p61e animal de X&nope 
(calottes de X&nope) • 

On soumet & Incubation des calottes de X6nope 
au stade 8 avec des surnageants de cellules transfectees 
selon le rapport indique avec pCMV5 ( t6moin ) , pCpB 
comportant la region codante de I'activine de type 
sauvage (ou pCpBs), pCpB comportant la region codante de 
l'activine du variant (ou pCpBv). 

L f incubation est poursuivie jusqu'au stade 17 
de 1 'embryon t6moin. 

L'ARN est extrait des calottes animales selon 
la m6thode de Sargent et al (7) et analyst par transfert 
de Northern avec une sonde d'a-actine. Comme temoin pour 
1 T induction, on utilise le milieu XTC. Les symboles 
utills6s sont les suivants : V = variant ; s » produit de 
type sauvage* 

L' autoradiographic est representee sur la 
figure 4. Le milieu XTC correspond £ la piste de droits. 
Dans la partle inferleure, on indlque le temoin (f litre 
colore avec du bleu de methylene et de l'ARNn 18S. 

La figure 5 donne les courbes de 1* expression 
relative de l'actine en fonction du pourcentage variant 
d • act i vine/ act i vine sauvage dans la co- trans feet ion. La 
courbe — □ — correspond a une co-transfection avec pCMV5 
+ pCpBs, et la courbe — H, — & une co-transfection avec 
pCpBv ♦ pCpBs. Ces courbes repr6sentent une moyenne de 3 
experiences • 

L'examen de ces rfesultats montre que les 
milieux conditionnes provenant de cellules 
co-transfectees avec les AON de pCpBs et pCMVS (rapport 
2:1) induisent fortement 1 9 expression de I'actine 
cardlaque. 
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Le replacement de pCMV5 par pCpBv (selon le 
meme rapport) conduit au contraire a une inhibition de 
1' expression de 1'actine et a un faible allongeaent des 
calottes animales. 

Lorsgu'on augmente la proportion de variant 
(plus de 50 %) dans la co-transfection, on obtient un 
surnageant depourvu de toute activite inductrice du 
mesoderms. On observe au contraire une induction 
significative vis-a-vis du mesoderms avec le temoin 
correspondent . 

Pour determiner le niveau auquel le variant 
d'activine interfere avec 1- activite de l'activine 
naturelle, on a melange des milieux de cellules 
transferees avec soit pCPBs, soit pC P Bv et teste leur 
activite sur 1' induction de l'allongement des calottes 
animales ou l'ARN de Mix.l. 

On prepare de l'ARN a partir de calottes 
animales incubees dans des milieux conditionnes de 
cellules 293 transferees avec pC P Bs ou pCBBv ou un 
melange des surnageants. L'incubation est effectuee 
Jusqu'au stade 10,5 du temoin (gastrula precoce). 

Dans cette experience, la concentration en 
surnageant du variant est maintenue constante et le 
surnageant est melange avec differentes dilutions du 
surnageant de cellules transferees par pCpBs. 

L'ARN de 2 calottes est hybride avec une sonde 
d'ARN de Mix.l et une sonde pour l'ARN de Ef-la. On 
effectue une protection avec une RNase comme decrit dans 
la partie "Methodes" ci-dessus. 

Les resultats obtenus sont representes sur la 
figure 6o4». variant, s = produit de type sauvage et 
m - milieu temoin. Les parties superieures et moyennes 
correspondent respectivement a une exposition longue 
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(6 h) et i une courts (16 h) du m&ne gel (Mix.l). La 
partie inf6rieure montre 1 9 expression de Ef.la. • 

Sur la figure 7, on rapporte les courbes de 
1 1 expression relative Mix.l en fonction de la dilution de 
5 1 1 activine pB. La courbe — O — correspond aux experiences 
avec le milieu et pCpBs, la courbe — 0~ d celles avec 
pCpBv ♦ pCpBs, « & pCpBv et + au milieu t&moin. 

L v Induction est appr6ci£e par rapport A la 
quantity d'ARN de Ef-la et exprim6e par rapport d l'effet 
10 m^y^imitn observe lorsque les calottess ont 6t6 incubees 
avec du surnageant de cellules 293 trans fee t6es par pcpB 
( activine sauvage et t&moin ) . 

La courbe reprdsente une moyenne de deux 
experiences ind6pendantes . 
15 On constate que le variant d' activine inhibe 

1' induction par 1* activine PB. 

La sp&cificit6 de 1 1 interaction des variants 
d' activine avec l v activine naturelle a 6t6 analys6e en 
utilisant un autre inducteur potentiel du m6soderme 
20 appartenant & la super famille des TGFp, a savoir BMP-4 de 
X&nope. BMP-4 induit la differencial: ion des cellules de 
la lignge cellulaire de sarcome osteog6nique SAOS-2 

In vitro. 

Des cellules SAOS-2 sont mises & incuber 
25 pendant 36 h dans un milieu conditionn6 obtenu & partir 
de cellules COS co- trans fee t6es avec une quantity 

constante d'ADN de variant ou de tfemoin (pCMVs)* Les 
dilutions de BMP-4 sont indiquees sur la figure 8 
( correspond au variant d* activine, EgJ * pCMVS, £21 d 
30 BMP-4 et B3 aux cellules non trait6es ) . 

En variante, les milieux conditionn6s de 
cellules COS co- trans feet fees avec BMP-4 et les variants 
d v activine ou le t6moin (pCMVS) sont m61ang6s et 
appliques aux cellules SAOS dans des conditions 
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identiques. On utilise une quantite constante de variant 
de teaoin et les dilutions indiquees de milieu 
conditionnes de BMP4. Les surnageants temoins proviennent 
de cellules COS transfectees respectivement avec pCBBv 
pCMVs ou de cellules non traitees. ' 

L'activite de la phosphatase alcaline est 
donnee en fonction du plasmlde utilise. 

La co-expression dans les cellules cos du 
variant d'activine avec BMP-4 de Xenope n'inhibe pas de 
maniere significative la capacite d' induction de BMP-4 de 
Xenope vis-a-vis de la differencial des cellules SAOS. 

Lorsqu'on ajoute les surnageants de pepBv aux 
surnageants de cellules transfectees par BMP-4 de Xenope 
on n'observe pas d'inhibition de la differencial des 
cellules SAOS par BMP-4. 

Les variants de 1' invention exercent done une 
activite specifique de dominant negatif vis-a-vis de 
l'activine, mais n' interfered pas avec l'activite de 
BMP-4. 

4) Utilisation de variants de l» invention pour 
etudier le rdle de l'activine in v< v » 

- Effet de l'ARNm de variant sur la formation 
de l'axe chez le medaka 

On rapporte ci-apres les resultats 
d' experiences effectuees avec 1'ARNm du variant mis en 
oeuvre dans les essals ci-dessus. 

II s'agit dans ces experiences d' etudier le 
rdle de l'activine dans les processus d' induction du 
mesodenoe et de formation de l'axe. 

A cet effet, on injecte differentes quantites 
d'ARN du variant dans 1'un des deux blastomeres d'un 
embryon de medaka (plus de 1500 embryons ont ete 
utilises). Les embryons sont conserves a 28 'C puis 32 
heures apres les injections, on precede aux' analyses 
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lorsque les t&noins ont terming la gastrulation et se 
trouvent au stade somite 12. 

Les r6sultats obtenus sont donn6s sur les 
figures 9A a 9F, oO 
5 - la figure 9 A repr6sente les calottes animales 

obtenues aprds injection de 500 fg d'ARN du variant, 

la figure 9B correspond & une coupe 
histologique des calottes de la figure 9A, montrant une 
structure de type bias tula, 
10 - la figure 9C montre le phgnotype obtenu de 

mani&re pr6dominante avec un calotte avec structure et 
une structure de type somite ( lndlqu&e par la t6te de la 
fltehe) lorsqu'on injecte des quantit6s intermfediaires 
d'ARN de variant (100 fg) 
15 - la figure 90 la perte des structures 

ant&rieures induite par l f injection de faibles quant it6s 
d'ARN du variant (25 fg), 

la figure 9E, repr6sente, & titre de 
comparalson , un embryon t6moin n* ay ant pas re<ju 
20 d • in j ection, et 

- la figure 9F une coupe transversals de la 
region du tronc de l f embryon t6moln. 

Dans les embryons qui resolvent des quantlt£s 
injecttes 61ev6es (500 fg) d'ARN de synthase du variant, 
25 appelfes embryons d taux &lev6 de variant , le ph£notype 
observ6 est uni forme* 

Apr6s 32 heures, toutes les cellules de 
1' embryon sont localises h un pdle de la membrane 
vitelline formant une calotte complfttement non 
30 s true tur fee. 

Aucun axe Evident n'apparait form6 comme le 
montre la figure 9A. 

Par vid6o-mlcroscople, on constate que lorsque 
les t6moins commencent h gastruler, les cellules des 
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blastulas & teneur 61ev£e en variant ne montrent aucun 
mouvement Evident de gastrulation. Les cellules de ces 
embryona sont encore vi vantes , le bleu de m6thyl6ne 
contenu dans le milieu 6tant efflcacement rejet6 par les 
embryons. Le taux d'embryons morts n ' augmente pas de 
mani6re significative (figure 9A). L f analyse histologique 
r6vdle seulement deux types de cellules : 

une seule couche de cellules avec des noyaux plats 

couvrant le vitellus, et 

une region multi couche (la calotte) compos6e d'une 
population plut6t uni forme de cellules rappelant des 
blastomdres non dif f£renci6s. (figure 9B). 
La reduction de la quantity d'ARN du variant 
inject6e (100 fg) conduit d un displacement du ph&iotype 
predominant. 

La plupart des embryons (55 %) forment alors 
guelgues structures du type somites (figure 9C "calotte 
avec structure" ) . 

Bien qu'on n' observe aucun slgne de formation 
propre de l'axe dans ces embryons, des d6riv6s du 
m6soderme comme les cellules de globules rouges sont 
observes de fagon importante apr&s une incubation & long 
terme des embryons avec le variant. 

Les embryons dans lesguels on a injects 25 fg 
d'ARN de variant (embryons & faible teneur en variant) 
expriment des structures morphologiques distinctes. 

Le phfenotype le plus important dans ce groupe 
(figure 9D) ("axe r6duit", 48 % de tous les embryons 
ayant regu une injection, figure 9A) contient un axe avec 
des d6fauts 6vidents dans la partie ant&rieure, tel qu'un 
manque de t&te ou d'yeux et de cerveau & 1'avant ou au 
milieu. 

Une fraction mineure d'embryons & faible teneur 
en variant montre la formation de deux queues. 
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En r6sum6, I 9 inject ion d'ARN du variant conduit 
d una perte progressive, dose-d6pendante, des structures 
axiales . 

On observe une gamme plutdt 6troite de 
5 ph&no types chez les embryons auxquels on a injects une 
quantity donnte d'ARN. 

. Effet de 1'ARNm de variant sur 1 9 expression 
de marqueurs du mgsoderme et neuronaux chez le mgdaka 

Pour af finer 1' analyse ph6notyplque et 
10 histologique, on utilise des anticorps reconnaissant de 
aanidre sp£cifique les structures du mgsoderme. 

On effectue les analyses sur des embryons de 
a6daka auxquels on injecte diff&rentes quantlt£s d'ARN de 
variant (voir les trols photos du bas de la figure 10 oft 
15 la quantlt6 injectte est indiqute sur la droite), ou bien 
sur lesquels on n' effectue aucune injection (voir les 
deux photos dans la partie sup£rieure). On r&cup&re les 
embryons aprds 32 h d 28 °C (les embryons ayant regu des 
injections et les embryons t&noins sont repr£sent6s sur 
20 les figures 9 D, E et F), ou aprds 24 h (figure 10A), 16 
heures (figure 10B) ou 18 heures (figure 10C). Les 
embryons sont soumls d un traitement de fixation et 
trait 6s pour lmmunocoloratlon avec les anticorps 
(indlqu£s en haut). 
25 On utilise 1' anticorps monoclonal MZ15 qui 

permet d v Identifier la notochorde, d6riv6 dorsal du 
m6soderme. 

Une coloration dans 1 v embryon de type sauvage 
est d'abord d6tect6e apr6s 24 heures dans la notochorde 
30 ombilical post6rieure (figure 10A, D) • 

La protdine de brachyurie (prot6ine T), 
exprimte immgdiatement lorsqu'on indult le mfesoderme chez 
les amphibiens et le polsson, est utilises comme marqueur 
g£n6ral du m6soderme. 
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Son modele d 'expression dans les embryons de 
medaka de type sauvage (figure 9B, E), etudie avec un 
anti-serum s'avere tres voisine de celle decrite pour le 
danio. 

Les embryons a teneur elevee en variant 
n expriment pas de maniere decelable d'antigene MZ15 ou 
de proteine T (figure 10G, H). 

Dans les -calottes avec structure", les 
anticorps M215 et de proteine T marquent des cellules 
apparaissant dans une chorde reliee. Contrairement aux 
resultats obtenus avec des embryons normaux, cette 
coloration est presque exclusivement detectee a la 
surface de I'embryon plutat qu'a l'interieur (figure lOn 
J, L), ce qui suggere que du mesoderms a ete differencie 
sans etre capable de gastruler a l'interieur de 
I'embryon. 

Quelques embryons avec le variant (experiences 
32 h apres l'injection) ressemblent a des gastrulas 
retardees (50 % d'epibolie). 

Cependant, aucun d'eux n'exprime de proteine T 
sous forme d'anneau complet comme on 1'observe 
habituellement dans les gastrulas a 50 % d'epibolie 
(figure 9B). 

Les embryons a faible teneur en variant avec un 
axe reduit, dans la piupart des cas, montrent une 
expression de proteine T "anterieure" a la formation du 
tronc de I'axe (figure 10 0), ce qui suggere que la 
partie anterieure de I'embryon a acquis un caractere 
posterieur suite a 1 'expression du variant. 

Ces resultats pennettent de conclure que 
l'injection d'ARN de variant inhibe de maniere efficace 
1' induction du mesoderme chez les embryons de medaka. 
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Dans une autre s6rie d' experiences, on a 6tudi6 
1'effet de l'ARNm du variant sur l f induction neuronale 
chez le m&daka. 

On utilise & cet effet un anticorps monoclonal 
5 dormant une reaction croisde avec N-CAM de poisson rouge 
( anticorps monoclonal D3 ( 10 ) ) . 

Dans les embryons naturels, D3 detects 
l v expression de N-CAM & la surface des cellules du tissu 
neuronal. 

10 Les r6sultats obtenus sont donnas sur les 

figures 10G d 10 0. Les embryons avec des calottes 
(figures 106, M, I) n • expriment pas l'antlg&ie MZ15 ou la 
prot6ine T mais exprlmant une f aible teneur en N-CAM dans 
un petit amas de cellules (voir fl&che). 

1 5 Les embryons avec des calottes avec structure 

exprlment les trols marqueurs de manl&re d6sorganls£e. 

On notera que le marqueur est exprimg & la 
surface de 1 1 embryon (fl&che dans figure 10L). La tdte de 
la fldche dans la figure 10L montre une structure 

20 r appelant la cardne neurale. Les embryons "& axe r6duit" 
sont donnas sur les figures ION, 0, P. 

N-CAM apparait tout d f abord au stade neurula 
dans la car&ne neurale. Dans les embryons plus &g6s, le 
syst&ne nerveux central est color6 (figure 10 C, F) . 

25 N-CAM est exprimS dans seulement 55 % des 

embryons d forte teneur en variant ( figure 10 I, 
I 9 expression de N-CAM est indiquSe par la fl&che). 

Dans les embryons avec le variant, on observe 
clairement une expression de N-CAM dans les cellules 

30 organisfees d la maniSre de tissus (figure 10 N). 

Les embryons d f aible teneur en variant avec un 
axe rfeduit montrent une expression abondante de N-CAM 
(figure 10P). 
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Alnsl, bien qu'on observe line expression accrue . 
de N-CAM dans les embryons ay ant regu des injections de 
faibles quantity d f ARN de variant, 1' injection de 
quantit6s 61ev6es d'ARN de variant ne conduit pas, comme 
5 on aurait pu s'y attendre, & la formation de grande 
quantity de tissu neuronal. 
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LISTE DE SEQUENCES 



(1) INFORMATION GENERATE: 

(1) DEPOSANT: 

(A) NOM: INSTITUT NATIONAL DE LA RECHERCHE 

SCIENTIFIQUE (INSERM) 

(B) RUE: 101 rue de Tolbiac 

(C) VILLE: PARIS 

(D) PROVINCE: FRANCE 

(E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 75654 

(11) TITRE DE L v INVENTION: DERIVES DE FACTEURS DE 
CROISSANCE ET D v HORMONES DE LA SUP ERF AM I LLE DES TGFp, PROCEDE 
POUR LEUR OBTENTION ET LEURS APPLICATIONS BI0L06IQUES 

(111) NOMBRE DE SEQUENCES: 7 

(lv) FORME LISIBLE PAR ORDINATEUR: 

(A) TYPE DE SUPPORT: Floppy disk 

(B) ORDINATEUR: IBM PC compatible 

(C) SYSTEMS D' EXPLOITATION: PC-DOS/MS-DOS 

(D) LOGICIEL: Patent In Release #1.0, Version #1.25 
(OEB) 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 1: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 100 acides amin&s 

(B) TYPE: acide amine 

(D) CONFIGURATION: linSaire 

(11) TYPE DE MOLECULE: peptide 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1: 

Thr Asn Leu Cys Cys Arg Gin Gin Phe Phe lie Asp Phe Arg Leu lie 
1 5 10 15 

Gly Trp Asn Asp Trp lie lie Ala Pro Thr Gly Tyr Tyr Gly Asn Tyr 
20 25 30 

Cys Glu Gly Ser Cys Pro Ala Tyr Leu Ala Gly Val Pro Gly Ser Ala 
35 40 45 

Ser Ser Phe His Thr Ala Val Val Asn Gin Tyr Arg Met Arg Gly Leu 
50 55 60 

Asn Pro Gly Thr Val Asn Ser Cys Cys lie Pro Thr Lys Leu Ser Thr 
65 70 75 80 
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Met S« M « Leu Tyr P ha ^ Asp Glu As „ „, ^ Lys ^ 

90 95 

Val Pro Asn Met 
100 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 2: 

(±) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE * 

(A) LONGUEUR: 100 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2: 
Thr Asn Leu Cys Cys Arg Gin Gin Phe Tyr He Asp Phe Arg Leu He 



10 



15 



Gly Trp Asn Asp Trp He He Ala Pro Ala Gly Tyr Tyr Gly Asn Tyr 

25 30 

Cys Glu Gly Ser Cys Pro Ala Tyr Leu Ala Gly Val Pro Gly Ser Ala 

40 45 

Ser Ser Phe His Thr Ala Val Val Asn Gin Tyr Arg Met Arg Gly Leu 



60 



Asn Pro Gly Thr Val Asn Ser Cys Cys He Pro Thr Lys Leu Ser Thr 

70 75 80 

Met Ser Met Leu Tyr Phe Asp Asp Glu Tyr Asn lie Val Lys Arg Asp 

9 5 

Val Pro Asn Met 
100 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 3: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 100 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 3: 

Thr Asn Leu Cys Cys Arg Gin Gin Phe Tyr Val Asp Phe Arg Leu He 

■ 10 15 

Gly Trp Asn Asp Trp He He Ala Pro Ala Gly Tyr Tyr Gly Asn Tyr 

25 30 
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Cys Glu Gly Ser Cys Pro Ala Tyr Leu Ala Gly Val Pro Gly Ser Ala 
35 40 45 

Ser Ser Phe His Thr Ala Val Val Asn Gin Tyr Arg Met Arg Gly Leu 
50 55 60 

Asn Pro Gly Thr Val Asn Ser Cys Cys lie Pro Thr Lys Leu Ser Thr 
65 70 75 80 

Met Ser Met Leu Tyr Phe Asp Asp Glu Tyr Asn lie Val Lys Arg Asp 

85 90 95 

Val Pro Asn Met 
100 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 4: 

(1) CARACTERIST IQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 101 acldes amines 

(B) TYPE: aclde amind 

(D) CONFIGURATION: lin6aire 

(±1) TYPE DE MOLECULE: peptide 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 4: 

Asn Gly Gly Leu Cys Cys Arg Gin Gin Phe Tyr lie Asp Phe Arg Leu 
15 10 15 

lie Gly Trp Asn Asp Trp lie lie Ala Pro Ala Gly Tyr Tyr Gly Asn 
20 25 30 

Tyr Cys Glu Gly Ser Cys Pro Ala Tyr Met Ala Gly Val Pro Gly Ser 
35 40 45 

Ala Ser Ser Phe His Thr Ala Val Val Asn Gin Tyr Arg Met Arg Gly 
50 55 60 

lie Ser Pro Gly Ser Val Asn Ser Cys Cys lie Pro Thr Lys Leu Ser 
65 70 75 80 

Thr Met Ser Met Leu Tyr Phe Asp Asp Glu Tyr Asn lie Val Lys Arg 

85 90 95 

'Asp Val t>ro Asn Met 
100 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 5: 

(1) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 101 acides amines 

(B) TYPE: aclde aming 

(D) CONFIGURATION: lin6aire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 
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(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 5: 

Asn Gly Gly Leu Cys Cys Arg Gin Gin Phe Tyr lie Asp Phe Arg Leu 
15 10 15 

He Gly Trp Asn Asp Trp He He Ala Pro Ala Gly Tyr Tyr Gly Asn 
20 25 30 

Tyr Cys Glu Gly Ser Cys Pro Ala Phe Leu Ala Gly Val Pro Gly Ser 
35 40 45 

Ala Ser Ser Phe His Thr Ala Val Val Asn Gin Tyr Arg Met Arg Gly 
50 55 60 

Met Ser Pro Gly Thr Ser Asn Ser Cys Cys He Pro Thr Lys Leu Ser 
65 70 75 80 

Thr Met Ser Met Leu Tyr Phe Asp Asp Glu Tyr Asn He Val Lys Arg 

85 90 95 

Asp Val Pro Asn Met 
100 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 6: 

(1) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 101 acldes amines 

(B) TYPE: acide amin£ 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(11) TYPE DE MOLECULE: peptide 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 6: 

His Gly Gly Leu Cys Cys Arg Gin Gin Phe Tyr He Asp Phe Arg He 
15 10 15 

He Gly Trp Asn Asp Trp He He Ala Pro Ala Gly Tyr Tyr Gly Asn 
20 25 30 

Tyr Cys Gin Gly Ser Cys Pro Ala Tyr Met Ala Gly Val Pro Gly Ser 
35 40 45 

He Ser Ser Phe His Thr Ala Val Val Asn Gin Tyr Arg He Arg Gly 
50 55 60 

Met Asn Thr Gly Ser Val Ser Ser Cys Cys He Pro Thr Lys Leu Ser 
65 70 75 80 

Thr Met Ser Met Leu Tyr Phe Asp Asp Glu Tyr Asn He Val Lys Arg 

85 90 95 



Asp Val 



Pro Asn Met 
100 
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(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 7: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 101 acides amines 

(B) TYPE: acide amin6 

(D) CONFIGURATION: lin6aire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 7: 

Asn Gly Gly Leu Cys Cys Arg Gin Gin Phe Tyr lie Asp Phe Arg Leu 
15 10 15 

He Gly Trp Asn Asp Trp He He Ala Pro Ala Gly Tyr Tyr Gly Asn 
20 25 30 

Tyr Cys Glu Gly Ser Cys Pro Ala Tyr Met Ala Gly Val Pro Gly Ser 
35 40 45 

Ala Ser Ser Phe His Thr Ala Val Val Asn Gin Tyr Arg Met Arg Gly 
50 55 60 

Met Ser Pro Gly Ser Val Asn Ser Cys Cys He Pro Thr Lys Leu Ser 
65 70 75 80 

Thr Met Ser Met Leu Tyr Phe Asp Asp Glu Tyr Asn lie He Lys Arg 

85 90 95 

Asp Val Pro Asn Met 
100 
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REVEND I CAT I ONS 

1. Derives de facteurs de croissance et 
5 d v hormones de la super famille des TGF^, caract6ris6s en 

ce qu'il s'agit de variants des produits de type sauvage 
comport ant, dans la partie C- terminals, une ou plusieurs 
alterations, deletions et/ou mutations, leur conf grant 
des proprietes inhlbitrices vis-d-vis des produits de 
10 type sauvage. 

2. Derives selon la revendication 1, 
caract6ris6s en ce qu'il s'agit de variants de facteurs 
de croissance et d v hormones du groupe comprenant les 
TGFp, actlvines, prolines BMP, inhibines, hormones 

15 antimulieriennes, dor salines, 

3. Derives selon la revendication 2, 
caract§ris6s en ce que les facteurs de croissance et 
hormones sont d'origine animale ou humaine. 

4. Derives selon I'une des revendications 1 a 
20 3, caract6ris6s en ce qu'ils sont d£pourvus de la partie 

N-terminale. 

5. Derives selon I'une des revendications 1 & 
4, caract6ris6s en ce que 1 1 alteration, mutation ou 
deletion, de la partie C-terminale concerne au moins un 

25 aclde amine conserve dans tous les membres de la 
superfamille ou tout au moins dans pratiquement tous les 
membres* 

6. Derives selon la revendication 5 dans 
lesquels 1' alteration concerne un groupe phenylalanine du 

30 produit de type sauvage. 

7. D6riv6s selon la revendication 6, 
caract6ris6s en ce que le motif phenylalanine est 
remplac& par un motif isoleucine, alanine ou serine, ou 

est deiete. 
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8. Derives selon la revendication 5, 
caract6ris6s en ce qu'il s'agit de variants d'activine 
pA, pB ou pAB. 

9. Derives selon la revendication 8, 
5 caract6ris6s en ce qu'il s'agit de variants d ' act i vine de 

poisson pB dans lesguels le motif phenylalanine en 
position 21 est remplace par un motif isoleucine. 

10. Clones d'ADN ou d'ARN, caracterlses en ce 
qu'ils sont capables de coder ou de transcrire pour les 

10 sequences d'acides amines des variants selon l'une des 
revendications 1 4 9. 

11. Molecules d'ADN ou d'ARN capables de 
s'hybrider avec eel les portant 1 ' information g6n6tique 
pour coder pour les variants selon l'une des 

15 revendications Id 9. 

12. Molecule d'ADN ou d'ARN capable de coder 
pour le variant selon la revendication 9. 

13. Vecteurs recombinants d f expression ou de 
transcription, caract&rises en ce gu'ils renferment au 

20 moins une partie des sequences d'ADN ou d'ARN selon les 
revendications 10 & 12, sous le contrdle d'un promo teur. 

14. Les cellules hfites transformees par les 
vecteurs selon la revendication 13. 

15. Proc6d6 d'obtention des variants selon 
25 l'une des revendications 1 d 9, caracterise par la mlse 

en oeuvre de techniques de synthase peptldlque, 
comprenant l'enchainement d'acides amines donn6s, dans 
l'ordre souhaite, ou en variante, par recombinaison 
g6n6tique, comprenant 1 ' utilisation d'une sequence d'ADN 
30 mutfee, comportant 1 ' information genet ique pour coder pour 
la sequence d'acides amines recherch6e, 1' insertion de 
cette sequence dans un vecteur, 1' expression du vecteur 
dans une cellule hdte et la recuperation du variant 
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exprimfi, soumis si on le dfesire & au moins une 6tape de 
purification. 

16. Application des variants selon 1 'une des 
revendications 1 a 9 en taint qu ■ inhibiteurs des facteurs 

5 de croissance et hormones correspondents naturels. 

17. Application selon la revendication 16 pour 
des 6tudes fonctionnelles de facteurs de croissance et 
hormones de la superfamille des TGFp. 

18. Application selon la revendication 16, 
10 comme agents th6rapeutiques pour r6guler et/ou contrdler 

la subexpression d'une hormone ou d f un facteur de 
croissance. 

19. Application selon la revendication 16, 
c omme compositions contraceptives. 

15 20. Application selon la revendication 16, pour 

le contrdle de la regulation hormonale de la 
diff&renciation 6rythrocytaire. 

21. Application selon la revendication 16, dans 
des processus cicatriciels ou pour bloquer la 

20 morphog6ndse osseuse. 

22. Application selon la revendication 16, 
comme moddle de culture cellulalre, par exemple pour le 
contrdle de la survie neuronale. 
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Figure 3 
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Figure 6 
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Figure 8 
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Figure 9 



2720069 



7/7 




aMCi-vv;ir\. ,1:0 



REPUBLIQUE FRANCAISE 



INSTTTUT NATIONAL 
dela 

PROPR1ETE INDUSTRIELLE 



RAPPORT DE RECHERCHE 
PRELIMINAIRE 



2720069 



etaM sur la base des dernieres i 

i iTant k commencement de la recherche 



FA 500045 
FR 9406135 



DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



.cacasfe 



EP-A-0 222 491 (GENENTECH INC.) 

* colonne 7, alinea 4 - colonne 11, alinea 
1 * 

* colonne 12, alinea 3 * 

* colonne 25, alinea 4 * 



US-A-5 284 763 (R.M.A.DERYNK ET AL.) 

* colonne 8, alinea 3 - colonne 9, alinea 
4 * 

* colonne 10, alinea 3 - colonne 11, 
alinea 1 * 

* colonne 2, alinea 2 -alinea 4 * 

EP-A-0 268 561 (SANDOZ-ERFINDUNGEN 
G.M.B.H.) 

* colonne 14 „ ligne 61 - colonne 15, ligne 
7 * 

WO-A-92 20793 (THE SALK INSTITUTE FOR 
BIOLOGICAL STU0IES) 

* abrege; revendi cation 6 * 

* page 2, ligne 1 - ligne 21 * 

DATABASE WPI 

Section Ch, Week 9022, 

Derwent Publications Ltd., London, GB; 

Class B04, AN 90-167904 

& JP-A-2 108 627 (AJIN0M0T0 KK) 20 Avril 

1990 

* abrege * 



1-19 



20-22 

1-3,5,6, 
10-17 



1-3 



20,22 



21 



DOMAINES TECHNIQUES 
■ECHEKHES 0»CCL4) 



C07K 



i«iilH«iit*Ur 

23 Fevrier 1995 



Gurdjian, D 



C4TEGOUE DES DOCUMENTS CITES 




J : Atari* ou pri»cip« i h to ** r imuUw 

E : i n u rn knmt H a Wrtint r— t*U t m Mm 
i la toe it MpM tt frii'tW p*MK ftfkauai 
it 4ejOt oq fTt M tat« fu itt im u *. 

D : cM ins 1« 

L : dtt poor ftstns iiimii 



